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研究成果の概要（和文）：枯草菌のSPβプロファージは、胞子形成期にspsM遺伝子を再構築するために宿主染色
体から切り出される。我々はin vitro組換え実験により5'-ACAGATAA / AGCTGTAT-3 'の中心のAAの位置でインテ
グレースであるSprAにより部位特異的組換えが起こることを明らかにした。また、SprAと基質DNAとの間のシナ
プス複合体形成には、RDFであるSprBが欠失反応においては必要であるが、挿入反応においては逆に阻害するこ
とを示した。さらに我々は、枯草菌母細胞からの脱分化細胞の検出系およびSPβ組換え機能に基づく新しいゲノ
ム改変ツールを開発した。
研究成果の概要（英文）：Bacillus subtilis SPβ prophage is excised from the host chromosome in a 
process of sporulation to reconstitute a composite spsM. As results of in vitro recombination 
experiments, we revealed that the site-specific recombination occurred at the position of AA in the 
center of recombination site “5'-ACAGATAA /AGCTGTAT-3 '” catalyzed by an integrase SprA. 
Furthermore, we showed that a recombination directionality factor (RDF) SprB is necessary for 
synaptic complex formation between SprA and substrate DNA during excision while SprB inhibits the 
formation during integration. We also developed a detection system for B. subtilis dedifferentiated 
cells from mother cells and new genome modifying tool based on the SPβ recombination function.
研究分野：ゲノム微生物
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１．研究開始当初の背景 
プロファージは宿主ゲノム内に溶原化した
ファージDNAであるが、これが遺伝子内に挿入
されると、その遺伝子は分断され機能を失う。
しかし、その遺伝子が必要とされる時期に欠
失することで、その影響を回避することがで
きる。この一つの例として、枯草菌の欠陥プ
ロファージであるskin element による胞子
形成シグマ因子σKをコードするsigK 遺伝子
の分断が挙げられる。sigKはskin element に
より機能を失っていると考えられるが、胞子
形成期にskin 欠失により再構築される
（Stragier et al. Science 1989, Sato et al. 
J. Bacteriol. 1990）。我々はプロファージ
により分断されている遺伝子を公共ゲノムデ
ータベースを用いて探索し、有胞子細菌の
sigK 以外にも他の胞子形成に関わる遺伝子
にファージ様配列が挿入されていることを見
出だし、B.weiphenstephanensis および一部
のGeobacillus 属においては、胞子耐熱性に
関与するそれぞれspoVFB およびspoVRに挿入
されたファージ様配列が胞子形成期に欠失す
ることにより、遺伝子再構築を行っているこ
とを明らかにした(Abe et al. Mol. Microbiol. 
2013)。さらに、枯草菌に感染するSPβ(134 
kb)が機能未知遺伝子(後にspsM と命名)を分
断していることを見出し、分断された遺伝子
はyodU とypqP として命名されていたが、こ
れらは胞子形成期のSPβの切り出しにより、
UDP-sugar epimerase をコードする遺伝子と
なることを明らかにした。この遺伝子再構築
に は 部 位 特 異 的 組 換 え 酵 素 (SprA)と
RDF(Recombination directionality factor)
と推定されるSprBが必要であり、ファージの
誘導および遺伝子再構築のタイミングはsprB
の発現調節により制御されていることが示さ
れた（図 1）。枯草菌の胞子形成細胞は、将
来胞子となるフォアスポアとそれを外側から
構築するのに必要な母細胞からなるが、sprB
はストレス誘導型と母細胞特異的な２つのプ
ロモータから転写される。母細胞は胞子の成
熟とともに消失し、遺伝子再構築は将来胞子
となるフォアスポア側ではおこらないため、
SPβ欠失は子孫に受け継がれることはない。
これらの研究結果は、ウイルスDNA により分
断された遺伝子が、それが必要とされるタイ
ミングで再構築されることを示した初めての
例である(Abe et al. PLoS Genet. 2014）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、研究対象であるSPβファージ
による枯草菌胞子形成期の遺伝子再構築に
おける標的配列選択機構を、（１）部位特異
的組換え酵素SprAおよびRDF SprBを用いて
in vitro レベルで詳細に解明する。（２）ま
た、これまでに得られたSPβの組換え機能の
知見を基に、SPβの欠失を判別できる実験系
の開発、および新たなゲノム改変ツールの開
発（合成生物学への応用）の応用研究へ発展
させることを目的とする。本研究では、組換
え機構の基礎的解析とともに応用研究をも
展望する。 
 
３．研究の方法 
（１）SPβプロファージによるspsM再構築 
機構のin vitroレベルでの解明 
まず、DNA組換えに必要なSprAとSprB を
精製し、in vitro 組換え系を構築する。次
に、挿入・欠失に必要なDNA領域を決定する。
さらにSprA・SprB・基質DNAの相互作用領域
をゲルシフト法で解析する。また、この複合
体を原子間力顕微鏡(AFM)を用いて解析する。
最後に、母細胞特異的な遺伝子再構築系の調
節機構を解明するため、sprBの発現調節に着
目した転写解析を行う。 
（２）SPβの組換え機構の応用 
枯草菌母細胞からの脱分化を判別するた
めに DNA 再編成機構を応用した枯草菌母細
胞の脱分化検出系を枯草菌ゲノム上に構築
する。一方、我々が研究対象としている SP
βファージは、ゲノム大規模改変と遺伝子改
変の重要なツールとなるため、SPβの組換え
システム加工した組換え系を用い、宿主ゲノ
ムの任意の位置に att 部位を導入すること
により、ゲノムからの切り離しによる影響を
調べる系を構築する。 
 
４．研究成果 
（１）SPβプロファージによるspsM再構築の
メカニズムのin vitroレベルでの解明 
SprA (545 aa)およびRDFと推定されるSprB 
(58 aa)の大腸菌発現ベクターを構築し、大腸
菌内での大量発現、カラムクロマトグラフィ
ー等により酵素の精製を行った。また、精製
したこれらの酵素と基質となるattP（ファー
ジ側DNA） およびattB（宿主側DNA）を持つDNA 
を用いた組換え反応を行った。その結果、attB
とattPをそれぞれ含むDNA断片を用いた挿入
については、SprAのみで起こり、attLとattR
を含む断片を生じること、また、この反応は
SprBにより阻害されることが明らかとなった。
一方、SPβファージが宿主ゲノムに溶原化し
たその両端のattLとattRをそれぞれ持つDNA
断片を基質とし、組換え反応を行った結果、
SprAを含む反応溶液にSprBを加えた場合のみ
欠失を示すattPとattBが生じた。従って、欠
失にはSprAおよびSprBが必要であることが明
らかとなった。また、この反応はSprAの22番
目のSerをAraに置換(SprAS22A)により、挿入・
欠失反応が生じないことから、SprAはセリン
タイプの部位特異的組換え酵素であることが
示された。また、小分子タンパク質であるSprB
は、組換えの方向性を挿入から欠失に変換す
るRDFであることが確認された。 
次に、attPとattBを含む断片を基質に用い、
30%のエチレングリコールと5%のグリセロー
ルを含む溶液で組換え反応を行い、切断断片
を回収しその断片の塩基配列を決定した。そ
の 結 果 、 組 換 え の 中 心 は 、
5’-ACAGATAA/AGCTGTAT-3’であり、このうち
AAが突出する形で切り出しと再結合がおこる
ことが明らかとなった。さらに、attP、attB、
attL、attRとして必要な部位を決定した結果、
最小サイズはそれぞれ52、44、48、48 bpであ
ることが示された。いずれも対称性を持つ16 
bpのコア配列5’-ACAGATAA/AGCTGTAT-3’が
存在することから、この配列の対称性がSprA
による組換え反応に重要であることが示唆さ
れた。また、基質DNAとこれらの組換えに関わ
るSprA、SprBとの高次構造であるシナプス複
合体の形成をゲルシフトアッセイにより調べ
た。その結果、attPとattBを基質にした場合、
SprAのみでシナプス複合体形成が確認された
のに対し、attLとattRを基質とした場合、シ
ナプス複合体が形成にはSprAに加えてSprBも
必要であることが明らかとなった。一方、こ
のシナプス複合体を視覚化するために、AFM
による一分子観察を行った。組換え反応が途
中停止するSprAS22Aを用いて視覚化したとこ
ろ、SprBの添加により、attLとattRを持つ基
質から内部のDNAのループアウトが確認され
た（図２）。この結果は、部位特異的組換え
酵素による反応過程を一分子レベルで視覚化
した最初の例である。 
我々は、挿入により産物であるattLとattR
がSprBの濃度依存的に消失することを見出し
た。我々の以前の研究により、sprBは胞子形
成期母細胞で機能するシグマ因子σEとσKの
２つのプロモーターを有し、SPβの欠失後も
発現が継続していることが確認されている。
このためSprBは、胞子形成期中に生じたSPβ
環状DNAが再びattBに挿入されることを抑制
しているのではないかと考えた。そのため
sprBのプロモーターをσEで認識されるプロ
モーターのみに変更したところ、sprBの発現
が一過的となり、sprBの発現がほぼ消失した
段階でSPβDNAの再挿入が起こり、spsMのSP
βによる再分断が確認された。この株の胞子
は、spsMが分断されているため、胞子表層に
ポリサッカライドができない。従って、sprB
の発現が胞子形成の最終段階まで継続しない
場合、胞子ポリサッカライドが形成できない
重大な欠陥をもたらすことが示された。以上
の結果より、sprBの発現のタイミングと継続
が、胞子形成期中のSPβの欠失状態を維持す
るために重要であることが明らかとなった。 
（２）SPβの組換え機構の応用 
枯草菌の胞子形成は単細胞レベルの細胞分
化のモデル系として知られており、母細胞は
最終分化細胞として捉えられている。一方、
本研究室では母細胞からの脱分化誘導系の確
立を目指している。有胞子細菌を用いる場合、
脱分化した細胞が胞子または脱分化細胞由来
かの判別は、それぞれに同一のゲノムが存在
するため、困難であった。このためSPβの組
換えシステムを利用した検出系を開発した。
キシロース誘導性のプロモーターの下流に
attBとその下流にβ-ガラクトシダーゼをコ
ードするlacZまた緑色蛍光タンパク質をコー
ドするgfpを配置した枯草菌株をそれぞれ作
製した。SPβ上のsprBはσE/Kプロモーターを
有するため、胞子形成期母細胞で発現すると、
欠失が起こる。この系を用いて、欠失完了後
の胞子形成開始6時間後の母細胞を脱分化誘
導し、培地をEnrichment（栄養培地に移行）
後キシロースでsprBを誘導し、レポーターを
発現させた。その結果、一部の細胞でGFP蛍光
が観察され、また一部のコロニーでβ-ガラク
トシダーゼの生産が確認された。従って、欠
失を確認するための実験系は完成した。しか
し、一方で脱分化誘導後、SPβの再挿入が確
認された。これはsprBのプロモーターがσE/K
で制御されるため、脱分化誘導後の細胞では
SprBの細胞内濃度が低下するためと考えられ
た。今後は、再挿入が起こらない検出系を構
築する必要がある。 
 また、もう一つの応用例として、組換えシ
ステムを用いて、ゲノムの大規模欠失を試み
た。SPβの欠失のタイミングは sprBの発現
により調節されている。sprBを IPTG誘導可
能な Pspacプロモーターの制御下に置き、
attLと attRをゲノム上の任意の位置に配置
するとその間の領域を培養液に IPTG添加す
ることにより、除去することが可能と考えた。
そこでまず、ゲノム上の spo0A-bmrU間の 25 
kb欠失誘導株を作製し、IPTG添加により、
この領域の長距離欠失を確認した。次に最長
欠失距離を調べるために、82、150、250、350、
700 kb欠失誘導株を作製した。これらの欠失
の有無を PCRにより調べた結果、82、150、
250、350 kb欠失が確認できたが、700 kb欠
失誘導確認できなかった。したがって、この
SprA・SprB切り出しシステムを用いると350 
kb以下のDNA領域の欠失は可能であることが
示された。一方、この系を用いて長距離欠失
を行うと、一部欠失が生じていない細胞が出
現するという問題が生じた。また、sigKを再
構築する skin element組換えシステム
SpoIVCA(部位特異的組換え酵素)および Skr
（RDF）を用いて、長距離欠失誘導を行った
が、同様に完全な欠失が確認できるのは25 kb
までの断片であった。この理由として、①組
換えシステムに関わる遺伝子(sprA、sprB)の
発現が十分ではない。②欠失させる領域に生
育に必要な遺伝子が含まれるため、組換えシ
ステムの遺伝子に変異が生じた細胞が顕在
化するなどが考えられた。しかしながら、本
研究に開発した部位特異的組換えにより、少
なくとも25 kbの任意のゲノム領域を欠失さ
れることが可能であることが確認された。 
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